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　　［摘要］　目的　调查叶酸代谢相关基因５，１０亚甲基四氢叶酸还原酶（ＭＴＨＦＲ）、甲硫氨酸合成酶还原酶（ＭＴＲＲ）多态性与

先兆流产的关系。方法　选择海南省三亚市妇幼保健院在２００９－２０１１的１３９例具有先兆流产症状的育龄妇女（病例组）和１３９

例健康对照（对照组）来进行病例对照研究，通过刮取受检者口腔黏膜上皮细胞，提取其基因组 ＤＮＡ，对受检者 ＭＴＨＦＲ和

ＭＴＲＲ基因多态性采用荧光定量ＰＣＲ进行分析检测。通过分析病例组和对照组基因多态性的分布差异，评估其与先兆流产的

相关性。结果　病例组和对照组基因分布均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡定律，但经比较分析，病例组 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ、ＭＴＨＦＲ

Ａ１２９８Ｃ和 ＭＴＲＲＡ６６Ｇ的基因型构成与对照组比较差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　在先兆流产患者和健康人中，基因

多态性分布无显著差异，叶酸代谢相关基因是否为先兆流产的风险因子还有待进一步研究。

［关键词］　叶酸代谢障碍；流产，先兆；基因；多态性，单核苷酸；５，１０亚甲基四氢叶酸还原酶；甲硫氨酸合成酶还原酶
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　　先兆流产（ｔｈｒｅａｔｅｎｅｄａｂｏｒｔｉｏｎ／ｔｈｒｅａｔｅｎｅｄｍｉｓｃａｒｒｉａｇｅ）是

一种常见的孕期并发症［１２］。发生率约占２０％。其流产率是

正常群体的２．６倍，１７％的患者在怀孕后期会产生并发症
［３］。

先兆流产的结局对于妊娠妇女及其家庭都是一件非常焦虑的

事情，因此对于先兆流产进行积极地干预显得非常必要。

叶酸（ｆｏｌｉｃａｃｉｄ）是人体所需的重要营养素，属于Ｂ族维生

素。叶酸在体内被还原成具有生理活性的四氢叶酸，作为一碳

单位的供体，主要参与ＤＮＡ氧化损伤修复、细胞增殖及组织

生长过程［４５］。在叶酸代谢通路中，有多种酶共同参与了叶酸

的转运和代谢，其中５，１０亚甲基四氢叶酸还原酶（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ

ｓｙｎｔｈａｓｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＭＴＨＦＲ）、甲硫氨酸合成酶还原酶（ｍｅｔｈ

ｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＭＴＲＲ）两个酶最为关键，这些

酶基因在自然人群中存在一些单核茵酸多态性（ＳＮＰ），其突变

可引起酶活性的改变［６］，并造成叶酸代谢的异常，使得活性叶

酸水平降低［７］及同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）水平升高
［８９］。血浆 Ｈｃｙ

水平升高与神经管畸形（ＮＴＤｓ）、先天性心脏病（ＣＨＤ）和唐氏

综合征（ＤＳ）等多种出生缺陷的发生，以及妊娠高血压（ＰＩＨ）、

复发性流产（ＲＬＰ）等孕期疾病密切相关。

目前，关于先兆流产和叶酸代谢的关系鲜有文献报道，而

关于先兆流产与其易感基因型的文献也少有发现。本研究通

过对海南省三亚市罹患先兆流产的汉族女性的 ＭＴＨＦＲ

Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ和 ＭＴＲＲＡ６６Ｇ基因多态性进行分析，通过

病例对照研究，分析其基因多态性和先兆流产的关系，对先兆

流产干预指导的可行性进行了探索性的理论积累。
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表１　　ＴａｑｍａｎＭＧＢ探针所在位置

基因多态位点 检测探针所在位置（５′３′）

ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ ＡＡＧＡＡＣＧＡＡＧＡＣＴＴＣＡＡＡＧＡＣＡＣＴＴ［Ｇ／Ｔ］ＣＴＴＣＡＣＴＧＧＴＣＡＧＣＴＣＣＴＣＣＣＣＣＣＡ

ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ ＧＡＡＡＡＧＣＴＧＣＧＴＧＡＴＧＡＴＧＡＡＡＴＣＧ［Ｇ／Ａ］ＣＴＣＣＣＧＣＡＧＡＣＡＣＣＴＴＣＴＣＣＴＴＣＡＡ

ＭＴＲＲＡ６６Ｇ ＡＧＧＣＡＡＡＧＧＣＣＡＴＣＧＣＡＧＡＡＧＡＡＡＴ［Ａ／Ｇ］ＴＧＴＧＡＧＣＡＡＧＣＴＧＴＧＧＴＡＣＡＴＧＧＡＴ

１　资料与方法

１．１　一般资料　研究对象为２００９年１月至２０１１年１２月在

海南省三亚市妇幼保健院被确认为先兆流产的汉族女性，对照

组为该院选取的与其年龄，民族，检测时期相匹配的无先兆流

产的普通女性。入组受检者之间无血缘关系。入组标准为：（１）

均为排除严重的器质性病变及子宫附件疾病的健康女性；（２）均

获得研究对象知情同意。病例组平均年龄（２６．６９±４．３７）岁，对

照组平均年龄（２６．７３±４．６９）岁，各收集样本１３９例。

１．２　方法

１．２．１　标本ＤＮＡ采集　本研究采集的检测标本为受检者的

口腔黏膜上皮脱落细胞。受检者签署知情同意书后，由专业人

员进行口腔黏膜细胞采样，样本送至生物公司进行分析。检验

采用采样拭，在口腔内上下轻刮几十下，采用柱式抽提试剂盒

抽提样本ＤＮＡ，试剂盒购自上海生工生物公司。

１．２．２　基因型检测　采用ＴａｑｍａｎＭＧＢ技术，使用Ｔａｑｍａｎ

ＭＧＢ探针的 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 反应，检测 ＭＴＨＦＲ Ｃ６７７Ｔ、

Ａ１２９８Ｃ和 ＭＴＲＲＡ６６Ｇ的基因多态性。检测过程中所使用

的仪器和试剂均购买自美国ＡＢＩ公司。该反应所使用的仪器

为ＡＢＩ７９００ＨＴ荧光定量ＰＣＲ仪，将ＤＮＡ模板（２０ｎｇ／μＬ，１

μＬ）、探针（２０×ＴａｑｍａｎＭＧＢ，具体信息见表１）及引物（２×

ＴａｑｍａｎＵｎｉｖｅｒｓａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ５μＬ）投入仪器，每个反应体系

总体积１０μＬ。设定反应温度９５℃反应１０ｍｉｎ后，９２℃变性

１５ｓ，６０℃退火１ｍｉｎ，２０个循环；之后８９℃反应１５ｓ，６０℃退

火１．５ｍｉｎ，循环３０次。最后，在ＰＣＲ仪上读取反应重点，并

利用分析软件确定基因分型结果。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计学分析，

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传平衡检验采用狋检验。病例组和对照组

叶酸代谢障碍关键酶 ＭＴＨＦＲ（Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ两个位点）和

ＭＴＲＲ（Ａ６６Ｇ位点）基因多态性及频率分布的差异比较采用

χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡性　病例组和对照组 ＭＴＨＦＲ、

ＭＴＲＲ基因多态性分布特征均符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡定

律（犘＞０．０５），说明数据标本的选择来源于同一个孟德尔

群体。

表２　　两组女性 ＭＴＨＦＲ、ＭＴＲＲ基因型频数

　　　和等位基因频率分布比较［狀（％）］

基因多态位点 基因型
病例组

（狀＝１３９）

对照组

（狀＝１３９）
χ
２ 犘

ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ ＡＡ ７９（５６．８） ８５（６１．２） ０．８４ ０．６５６

ＡＣ ５０（３６．０） ４７（３３．８）

ＣＣ １０（７．２） ７（５．０）

ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ ＣＣ ７０（５０．４） ７６（５４．７） ０．８６ ０．６５２

ＣＴ ５３（３８．１） ５１（３６．７）

ＴＴ １６（１１．５） １２（８．６）

ＭＴＲＲＡ６６Ｇ ＡＡ ７９（５６．８） ７２（５１．８） ０．７３ ０．６９３

ＡＧ ４９（３５．３） ５４（３８．８）

ＧＧ １１（７．９） １３（９．４）

２．２　病例组和对照组 ＭＴＨＦＲ、ＭＴＲＲ基因型分析　通过分

析该两组人群的 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ、ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ和 ＭＴＲＲ

Ａ６６Ｇ基因型的构成情况，发现病例组与对照组比较，差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。见表２。

２．３　病例组和对照组 ＭＴＨＦＲ、ＭＴＲＲ等位基因频率分析　

病例组女性的 ＭＴＨＦＲ６７７Ｔ等位基因频率（１１．５％）与对照

组（８．６％）比较无统计学差异（犘＞０．０５）。病例组 ＭＴＨＦＲ

１２９８Ｃ等位基因频率（２５．２％）和对照组（２１．９％）的差异以及

ＭＴＲＲ６６Ｇ等位基因在病例组（２５．５％）和对照组（２８．８％）的

差异，均无统计学意义（犘＞０．０５）。见表３。

表３　　两组女性 ＭＴＨＦＲ、ＭＴＲＲ等位基因频率

　　　分布及风险系数［狀（％）］

基因多态位点
等位

基因型

病例组

（狀＝２７８）

对照组

（狀＝２７８）
χ
２ 犘

ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ Ａ ２０８（７４．８） ２１７（７８．１） ０．８１ ０．３６８

Ｃ ７０（２５．２） ６１（２１．９）

ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ Ｃ １２３（８８．５） １２７（９１．４） ０．８１ ０．４２５

Ｔ １６（１１．５） １２（８．６）

ＭＴＲＲＡ６６Ｇ Ａ ２０７（７４．５） １９８（８０．２） ０．７４ ０．３９１

Ｇ ７１（２５．５） ８０（２８．８）

３　讨　　论

　　叶酸是一种水溶性维生素，对光和热敏感，在食物的烹调

加工过程中极易遭到破坏；同时叶酸吸收还受肠道ｐＨ 值、代

谢产物、厌氧菌等诸多因素的影响，故尽管食物中含量丰富，实

际被人体摄入、吸收利用很有限。孕妇特殊的生理需求，导致

其对叶酸的需求量约为常人的２～３倍。虽然按照我国现行的

公卫政策，孕妇在孕前３个月至孕早期３个月，每天补充４００

微克的叶酸，但由于每个个体的遗传体质存在差异，仍有相当

一部分人群由于 ＭＲＨＦＲ、ＭＴＲＲ基因发生风险突变而导致

其对叶酸的利用能力降低，摄入体内的叶酸不能有效地转化成

５甲基四氢叶酸，因此孕妇极易发生叶酸缺乏。叶酸代谢障碍

会使得一系列与其通路密切相关的疾病发生风险增高，比如胎

儿神经管畸形及唇腭裂，Ｄｏｗｎ综合征，以及自发性流产、胎儿

宫内发育迟缓、早产及新生儿低出生体质量等［１０１１］。但是叶

酸代谢障碍是否会增加先兆流产的风险尚不得知。

叶酸代谢途径中的关键基因 ＭＴＨＦＲ 基因的 Ｃ６７７Ｔ、

Ａ１２９８Ｃ位点的基因多态性对其编码的酶的活性和热稳定性

有巨大影响［９］。例如，携带ＴＴ基因型的人群，其 ＭＴＨＦＲ酶

活性在３７℃时，较正常基因型ＣＣ型降低５０％～６０％；ＭＴＨ

ＦＲＣ６７７Ｔ与Ａ１２９８Ｃ发生协同作用时，也会导致其编码的酶

活性减弱，只有正常基因型的３６％
［１２］。ＭＴＲＲＧＧ６６基因型

和ＡＡ６６基因型比较，个体发生神经管缺陷（ＮＴＤｓ）的风险增

加到２．６倍 （犗犚＝２．６，９５％犆犐：１．３～５．３）
［１１］。这３个基因位

点的突变均为错义突变。除此以外，众多研究表明，ＭＴＨＦＲ

Ｃ６７７Ｔ基因多态性还会增加前列腺癌
［１３］、口腔癌［１２］、甲状腺

癌［１４］等癌症，以及脑血管疾病［１５］、Ⅱ型糖尿病
［１６］等很多疾病

的风险。与此同时，ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ也与包括宫颈癌
［１７］等多
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种疾病易感性相关，所以该基因会对多种疾病的发生和发展产

生影响。

黄晓玲等［１８］在一项针对中山市孕龄女性的研究中发现，

先兆流产病例组的 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ位点ＴＴ基因型占总体比

例的１５．４％，是对照组ＴＴ型所占比例的两倍以上；病例组的

ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ位点ＣＣ型占５．５％，对照组则未检出该基

因型。该结果提示以上两位点的纯合突变与先兆流产有一定

关联性。但是，本研究通过比较病例组和对照组Ｃ６７７Ｔ等位

基因的频率分布及组合，并未发现两组数据之间存在统计学差

异。可能由于研究对象来自不同地域，其基因多态性分布特

点、所处环境及生活习惯不同，导致研究结果不同。先兆流产

的治愈不仅仅需要叶酸，更依赖的是雌激素［１９］。这暗示叶酸

代谢障碍相关基因位点的改变有可能并非导致先兆流产的充

分条件，两者之间的关系也有待进一步研究。

先兆流产是孕期常见的临床病症之一，近年来，发病率呈

现不减反增的趋势。由于引起先兆流产的原因复杂多样，导致

临床难以作出明确的病因诊断。先兆流产不仅对孕妇身心造

成较大伤害，对胎儿及新生儿健康也有较大影响［２０］。因此，通

过开展先兆流产的相关因素的调查，有望找出导致先兆流产的

潜在影响因素，并分析各因素之间关联程度，有助于为其防治

工作提供理论依据，为孕妇的孕期保健工作奠定基础。低叶酸

水平，Ｈｃｙ及叶酸代谢酶基因多态性与复发性流产存在明显关

联［２１］，而叶酸代谢关键酶基因多态性与先兆流产之间相关性

研究较少。因此，通过 ＭＴＨＦＲ和 ＭＴＲＲ的大样本分子流行

病学调查，了解其与先兆流产的关系，对于先兆流产的积极干

预有一定的创新意义。
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